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　　　In　order　to　study　the　mechanism　of　hypergammaglobulinemia　from　a　poiロt　of　view　of　T　and　B　cell
functions，　the　appearance　rate　of　Ig－containing　ceUs　and　the　amount　of　Ig　synthesized　after　stimulation
of　pokeweed皿itogen（PWM）in　the　mlxed　culture　of　T　and　B　cells　from　peripheral　blood　lymphocytes
were　determined　by　immunofluorescent　antibody　technique　and　solid－phase　radioimmunoassay，　respectively．
Diseases　with　monoclonal　gammopathy　and　polyclQnal　hypergamlnaglQbulinemia　were　studied．
　　　1）．ln　normal　control　subjects，　the　appearance　rate　of　PWM－induced　Ig－containing　ce11s　and　concentra－
tions　of　synthesized　Ig　showed　no　signi丘cant　difFerence　between　autologous　ahd　allogeneic　culture．　systems．
　　　2）In　patients　with　multiple　myeloma（MM），．　both　the　appearance　rate　of　the　cells　and　the　concentra－
ti6ns　of　all　classes　of　Ig　w．ere　significantly　lower　than　those　of　normal　contro1．　T　cells　were　considered
to　display　a　suppressive　functio．n　in　a　mixed　culture　of　patient－T　and　noエm包1－B　cells　and　to　exert　an
ef壬ect　on　the　function　and　differentiat三〇n　of　B　cells　in　this　disease．
　　　3）In　contrast　to　MM，　T　cells　in　patients　with　es．sential　benign　monoclo．nal　gammopathy（BMG）
exhibited　a　iess　suppressive壬uncti．on．　However，　a　remarkable．suppressive　effect　was　observed　in　T　cells
from　patients　with　BMG　accompanied　with　cancer，　malignant　lymphoma　or　Sj6gren　syndrome．　These
且ndin．gs　may　indicate　the　di狂erences　of　T　and　B　cell　functions　among　cliHical　types　of　BMG．
　　　4）As　to　polyclonal　hypergammaglobulinemia，　there　was　an　increase　in　concentrations　of　synth．esized
Ig　in　both　autologous　and　allogeneic　culture　systems　in　patients　with　liver　cirrhosis，　suggesting　a　hyper－
function　of　T　and　B　cells，　Similar　findings　were　observed　in　patients　with　chronic　active　hepatitis．
　　　5）Tce11s　in　patients　with　RA　exhibited　suppress．or　functions　on　the　appearance　rate　of　Ig－containing
cells，　In　patients　with　SLE　irl　an　active　stage，　T　cells　showed　a　helper　function　on　Ig　synthesis，　whereas
in　the　inactive　stage　B　cell　functions　were　found　to　increase，
　　　In　polyclonal　hypergammaglobulinemia，　merely　the　results　of　Ig－containing　cells　and　synthesized　Ig
did　not　s．eem　relevant　directly　to　the　cause　Qf　hypergammaglobulinemia，　Further　studies　regarding　the
relations　of　these　results　to　surface　Ig　on　B　ce．11　and　local　Ig　production　in　tissue　lesions　will　be　r．equired．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reeeived　January　16，1980　and　accepted　February　4，1980）
1　緒 言
　Bce11によるIg産生に対するTcellの調節能を
旧師彦7ηに検討する方法の1つとして，Waldmann　8’
αZ．1）はpokeweed　mitogen（PWM）による刺激により
polyclona1なIg産生を促し，さらにTce11をこれに加
えてIg保有細胞の出現率や培養上清中へde　novoに合
成されるIg：量を測定する方法を発表した．特にWald－
mann　8’α♂．Dはこれをcommon　variable　hypogamma－
globulinemiaやその他各種の免疫不全症のさいのTce11
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機能の検討に応用し，矢田ら2）もこれに従ってsuppressor
Tcellについての知見を報告している・
　著者ら3・4）も本法を応用して，これまでTcell　subsets，
特にIgG－Fc　receptor陽性Tcell（Tθ）および単球の
検討を含めた加齢や悪性腫瘍病変などにおける成績を報告
した。本研究においてはさらに，高γグロブリン血症（高
19血症）を呈する諸疾患群について単クローン性lg血症
および多クローン性高Ig血症に分け，　Ig産生機序ないし
はその調節異常におけるリンパ球の役割を単球を一定条件
下において検討したので結果を報告する，
　本論文に用いる略語は次の通りである．
　BMG：benign　monoclonal　gammQpathy
　BSA＝bovine　serum　albumin
　CAH　l　chronic　active　hepatitls
　FCS二fetal　calf　serum
　　Ig：immunoglobulin
　　LC：　1iver　cirrhosis
MEM：Ininimu皿essential　medium
　MM：multiple　myeloma
　NTA；natural　thymocytotoxic　autoantibody
　PBL：　peripheral　blood　lymphocyte
　PBS：　phosphate　buffered　saline
　PFC：plaque－forming　cells
PWM　l　pokeweed　mitogen
　　RA：rheumatoid　arthritis
　RIA：radioimmunoassay
　SLE　l　systemic　lupus　erytlユematosus
　TNP：　trinitropheny1
2　方　　法
2・1対　　象
　正常対照群としては22歳から36歳にわたる（平均29
歳）成人15例（男11，女4）を選び，疾患群は単クローン
性Ig血症（M蛋白血症）として多発性骨髄腫（MM）13例
（lgG一κ型7，　lgG－2型3，　lgA一κ型2，　Bence　Jones　protein
（BJp）一κ型1）およびbenign　m・noclonal　gamm・pathy
（BMG）10例（lgG一κ型2，　IgG一λ型4，　IgA一κ型2，　IgA一え
型2），また多クローン性高lg血症を呈する疾患群として
は肝硬変症（LC）！0例，慢性活動性肝炎（CAH）6例，慢
性関節リウマチ（RA）12例および全身性エリトマトーデ
ス（SLE）6例の合計57例を対象とした．
2・2　リンパ球の分離法
　2・2・1　末梢血リンパ球の採取
　末梢血リンパ球（PBL）は，ヘパリン加採血を施して
MEM（日水社）に浮遊させ，　Conray－Ficoll比重遠沈法を
用いて分離採取した．
　2・2・2TcellおよびBce11の分離
　PBLよりErosette形成細胞とErosette非形成細
胞とを分離し3），それぞれをTce11およびBcellとし
て実験に供した，すなわち，PBL　2×106個／m♂に羊赤血球
1×108個／m♂を加えてErosette形成後5），再びConray－
Ficoll比重遠沈法を用いて1，500　rpm，20分間遠沈し，
管底に沈むErosette形成細胞と，中間層に浮遊する
Erosette非形成細胞とに分離した．次にammonium
chloride溶液6）で羊赤血球を溶血して除ぎ，1，000　rpm，
10分間遠沈してMEMで3回洗浄し，それぞれをTceU
およびBcellとして分離した．
2・31g産生能の測定
　2・3・1T・B　cellの混合培養
　T・Bce11混合培養によるIg保有細胞の出現およびIg
合成・分泌能の測定はWaldmannωα乙1＞に準じたら矢
田ら2）の方法に従った．PWM（10μ9／m♂）を添加した20％
FCS－RPM工1640　HEPES溶液によりTce11（16×105
個／m♂）およびBce11（4×105個／m♂）浮遊液を作り，それ
ぞれα5m♂ずつ等量混合して培養管（Falcon，　Oxnard，
U．S．　A．）を用い，5％一CO2　incubator内で37C。，7日間培
養した．この場合Broder　8オ砿7）に準じてTcell　8x
105個とBcell　2×105個の混合比を選ぶこととした．な
お培養上清中に産生分泌されるIgのradioimmunoassay
（RIA）にさいしては，　FCS中に含まれる工gの交叉反応の
影響を除くためにγ一globulin　free　FCS（GIBCO，　Grand
Island，　U．　S．A．）を用いてリンパ球培養を施行した．
　2・3・2　1g保有細胞出現率の算定
　混合培養後1，000rpm，10分間遠心してリンパ球と上清
とに分離した．リンパ球は無罪光スライドグラス（松浪社）
上で塗抹標本を作製し，acetoneで10分間固定したのち
PBSで4倍希釈したFITC標識ウサギ抗ヒト免疫グロブ1」
ン（lgG十IgA十IgM）血清（DAKO，　Copenhagen，　Den－
mark）を20分間反応せしめ，　MEMで3回洗浄したのち
螢光顕微鏡下にIg保有細胞を観察した．この場合細胞500
個以上を観察して，明らかに胞体内に特異螢光を認める細
胞のみを陽性細胞として，19保有細胞出現率を算定した．
　2・3・3　リンパ球培養上清中のIg濃度の測定
　培養上清中の各クラスIg測定には教室において確立し
たRIA8）を用いた．これはポリアセタール・ビーズを用い
る固相法であるが∫概要は以下のごとくである．
　2・3・3・1抗体結合ビーズの作製
　まずポリアセタール・ビーズを十分水洗後，carbonate
bu旋r（0・5　M，　pH　9，5）の中に浸し，25％91utaraldehyde
を終濃度5箔になるように加え，500Cのwater　bathで
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約5時間活性化し，この間4回彊く撹拝した．次いで蒸留
水で6回ビーズを水洗し，96時間，4℃の低温室に保存し
たが，この間さらに24時間に2度の割合で蒸留水を取り替
え，ビーズに付着している余分の91utaraldehydeを除去
した．
　次に抗γ鎖，抗α鎖および抗μ鎖血清（DAKO）それぞ
れを，分光々度計により280nmのO．　D．が1．6ないし1．4
になるように0，1Mcarbonate－2　M　NaCl　buffer（pH　9．5）
で希釈して，抗体蛋白溶液としての調整を図った．これら
の溶液60m♂を滅菌シャーレにとり，先述の活性化ビーズ
をそれぞれが重ならないようにしつつ80～90個加え，4℃，
96時間静置して抗体を結合させた．次いでビーズをPBS
で2回洗浄し，ethanolamine溶液（α！M，　pH　8．5）を加
えて4℃，24時間反応させ，蛋白と結合していないビーズ
上の活性基をblockした．その後PBSで6回ビーズを洗
浄し，2％BSA溶液中に浸し，凍結乾燥させて保存した・
　2・3・3・2　1251による抗体の標識
　ビーズの結合に用いた同じ抗γ，αおよびμ鎖血清をそ
れぞれ10mg／m♂になるように調整し，　PBSで十分に透析
した．抗体の1251標識はMcConahey　and　Dixon9）に準じ
たが，抗体溶液1m♂にNa　12512mCiを加え，　chloramin
T（0．07％）0，2mZを加えて80秒間stirrerで撹拝し，
sodium　metabisulfate（0．05％）0．2　mZを加えて反応を止
め，0．3％BSA溶液（PBS）11n♂を加えた．次いでこれを
Sephadex　G－25　column（1×20　cm）を通して各分画の放
射能を測定し，第！のpeakのみをpoolして標識抗体と
した．各抗体のisotope標識率はほぼ一定し，比放射活性
は140～150μCi／mg抗体であった．
　2・3・3・3RIAによる各lgクラスの測定
　標準試料およびリンパ球培養上清試料中の各19クラス
の測定はすべてduphcateで行なった．標準試料は標準
工gG，　IgAおよびIgM溶液（Hoechst，　West　Germany）
をPBSで倍数希釈し，それぞれについて50　ng／mJ以上，
12，800ng／mZまでの溶液を調整した．
　シオノギ・チューブに抗体結合ビーズ1個をまず入れて，
これに標準試料または被検試料0．1mJを加え，さらに2％
BSA加0，1　M－veronal　buffer（pH　8、0）0．2　m♂を加えて
24時間，室温で振とうしながら反応させる．これをPBS
で3回洗浄した後，1251標識抗体0．1m♂（5×105　cpm）を加
え，同一buffer　O．2　m／を加えて24時間，室温で振とうし
ながら反応させ，PBSで3回洗浄後これを十分に吸引除去
したのち，gamma　counter（LKB，　Sweden）によリビ＿
ズに結合した放射能を測定した．
　各19クラスの標準曲線はクラス別にみて測定条件に多
少の差はあるが，ビーズへの抗体の結合量および標準抗体
の蛋白量などがそれぞれ異なるため，IgGでは80～5，000
ng／mZ，　IgAでは100～8．000　ng／m♂，　IgMでは100～5，000
ng／1nZの範囲でそれぞれ測定可能な標準曲線が得られ，比
較的測定範囲の広い条件を得ることができた．なお抗体結
合ビーズならびに標識抗体の10tによる差や標識後の保
存の影響などを考慮に入れて測定ごとに標準曲線を作製
した，
3成　　績
　以上，実験方法の基礎的吟味に関する成績は方法論ρ中
でその要点を掲示したので，以下にはそれらの方法によっ
て得られたリンパ球機能にかかわる成績のみをまとめて記
載する．
3・1正常対照群について
　3・1・11g保有細胞の出現率
　T・Bcellの混合培養におけるIg保有細胞の出現率を
自家系（autologous）と他家系（allogeneic）培養との間で
比較してTable　1に示した．表示のごとくこれら両群間
には有意の差は認められず，正常対照群におけるIg保有
細胞出現率は全体として6．5±2．1箔（n＝26＞を示した．こ
の場合Bce11のみについて培養を試みると，　Ig保有細胞
の出現率はα5落以下であった．
　3・1・2培養上清中に産生されるIg量
　培養上清中に測定されたIgG，　IgAおよびIgM濃度を
Table　1に示した．特に本実験についても自家系および他
家系培養間の差異を比較したが，いずれのIgクラスの平
均値においても大体同じレベルの結果を示し，有意差は認
Table　l　Co〃ゆαア門∫50ηげ・P罪ル匹どノz61％6厩忽’oo寵αどη加968傭αノz4銑θ”鷹ん8∫鷹4
　　　　　嬉‘0η68漉1厩ゼ0那～7起し8βノZα漉0♂090螂αη4αZZO98〃碗〃呂訟召4α漉ご47そ
　　　　　げμアψ加7η昂♂004妙2ψ1ZO6ツ’8∫ノ〉η〃露ηor’槻♂60η彦ノηZ5
Autologous Allogeneic
ApPearance　of　Ig
Contain三ng　ceUs（％） 7．2±19　（n＝15） 5．5±2．0（n＝11）
Synthesis　of　IgG（ng／mの
　　　　　　IgA（ng／mJ）
　　　　　　IgM（ng／mの
776＝ヒ7／6　（n；10）
774±532（n＝10）
574±650　（n＝10）
（140－2，400）
（420－2，000）
（　96－1，860）
704±694　（n＝6）　（150－1，640）
683±677　（11＝6）　（170－1，800）
551±582　（n＝6）　（80－1，600）
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Fig．1　ApPearance　of　PWM－induced　Ig－containing　cells　from
　　　　peripheral　b／oQd　lymphGcytes　in　patients　with　Inultiple
　　　　myeloma　and　benign　monoclonal　gammopathy．
　　　　con　l　controI，　MM＝multiple　myeloma，　BMG：benign
　　　　monoclonal　gammopathy．
　　　　＊＊　Differences　were　statistically　signi丘cant　between
　　　　　　contro1（of　both　T　and　B）at　levels　P＜0．01．
められなかった●しかしいずれも分散が大であるから，以
下の実験においては被検対象のT・Bce11培養におけ’る産
生lg濃度を，その実験のつど設けた正常対照の産生lg濃
度で除した比を求め（以下これを産生Ig量と記す），それ
により変動を表わした．この場合正常対照リンパ球の自家
系および他家系培養における比は0．5から2．0の範囲内で
あった．
3・2M蛋白血症群について
　3・2・11g保有細胞の出現率
　MMおよびBMGにおけるIg保有細胞出現率を一括
してFig，1に示した，
　MM患者計13例のT・B　cellの自家系混合培養におけ
るIg保有細胞の出現率は図の下欄に示すように23±1．2で
あり正常対照群の6．5±21に比較して有意の低溶（p〈0。01＞
を示した．
　そこでMM例のTおよびBcellそれぞれの機能を検
索すべく，正常対照群との間にT・B交叉培養を行なった・
MM－T　cellを正常対照一B　ce11に加えた場合には図で示
すように2．3±1．9傷，正常対照一Tce11をMM－B　cellに
加えた場合には3．2±20で，いずれの場合にも対照群の
6．5±2．1に比較して有意に低いが（P〈0．01），前者の方がよ
り著明な低下を示した、なおこれらの現象についてM蛋
白のIgクラス別に検討したが，有意な関係はみいだし得
なかった．
　一方，BMG計8例では，自家系および他家系培養にお
いてIg保有細胞出現率は，　Fig．1の右にみるごとく4．3±
1，7％であり，正常対照群のそれに比較して有意の低値（p〈
0．01）を示したが，MM群の2．3±1．2に比較するとそれほ
ど低くない．
　そこで同様に正常対照群との間にT・Bcell交叉培養を
行なうと，BMG－T　cellと正常一B　cellとの組合わせでは
7例中2例に低下が認められたが，これらの低下例はそれぞ
れ悪性リンパ腫（lgA一え型）およびS16gren症候群（IgA一
κ型〉に伴うBMG例であった．しかし平均値の差の推計
吟味では対照群との間には有意差は認められなかった．一
方，正常一TcellとBMG－B　ce11の組合わせでは3．7±
2．0％と有意の低下（p＜0．01）が認められた．
　以上の組合わせ実験の結果を小括すると，MM群のIg
保有細胞の出現率の低下には，TcellのIg産生helper
能の減弱か，あるいはsuppressor能の尤進が関与するこ
とが示唆されたが，この現象はBMG群では一部の症例
を除き必ずしも明らかではなかった．一方Bce11側から
みると，両群を通じて機能低下の存在がうかがわれ，MM
群では特にそれが著明であることが推測された．
　3・2・2培養上清中の産生lg量
　MMおよびBMGにおける培養上清中の産生Ig量を
各クラス別に表わした結果をFig．2および3に示した．
　この場合，MM例についてはTable　2のようにIgG一κ
型4例，IgG一λ型1例，　IgA一κ型1例の計6例について観
察した．MMにおける産生Ig量は3・1・2に示した方法で
表わしたが，IgG　O，15±0．10，　IgA　O．29±0．08およびIgM
O．16±0．11であり，いずれのクラスのIg量：も正常対照群に
比べて有意の低下を示した（p＜0．01）．さらに正常対照群と
の交叉培養によると，いずれのIgクラスにおいてもMM一
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Tcellとの組合わせの場．合にはMM－B　cellとの組合わ
せの場合よりも著・しく低山を示し，特にIgGおよびIgM
についてみると，それぞれ0．30±034および0．49±0．32で
あり，ともに正常対照との間に有意差が認められた（pく
0．01およびp＜0．05）．
　なおMM－B　ce11を用いた場合には工gG：量のみが0，42
±0．15と有意の低下（p＜0．01）を示した（Fig．2参照）．
　一方BMGは，　Table　3のようにIgG一λ型4例，　IgA一κ
型1例，lgA一え型2例の計7例について検討したが，自家
系培養6例，他家系培養7例の計13例についての成績は
lgG
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Fig．3のごとく，産生Ig量はIgG，　IgAおよびIgMは
それぞれ1．56±0．66，2．72±0．63および4・63±．2・09’であり，
いずれも正．常対照に比べて有意の増加を示した（p〈0．05，
P＜0．01およびP＜0．01）．しかしBMG－B　cellを用いた場
合には，いずれのクラスのlgにも有意差は認められなか
った．
　BMG中自家系．反応で著明な低値を示した．のはVater
乳頭一例（lgA一λ型）の0．22であり，　BMG－T　cell使用群
Table　2
札幌医誌
で低値を示したのはSj6gren症候群例の0．50であった
（Table　3のNo．7およびNo．5）．なおこの場創こもM
蛋白のlg型別吟味の上では有意の関係はみいだせなか
った，
　以上を小一すると，MM群ではPWM刺激培養による多
クローン性工9産生は低下しており，正常対照四一Bce11に
MM－T　ce11を加えた場合にはIgGおよびIgMの産生抑
制がみられ，Tce11のsupPressor能の充進がみられた．
R砿ガ0げPWFM一加4㍑6εζ♂忽ρ7－04π漉0πわ）ψθrψん8rα♂みJoO4
4y7砂1乞OC：y’8∫切ρα彦ガθπ∫∫τ麗跳”τπ彦ψ」6？7院y8♂o〃τα
Patients　with　MM
T：
B＝
1．
2，
3．
4．
5．
6．
7．
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3・3　肝疾患群について
　3・3・1　1g保有細胞の出現率
　肝硬変（LC）群および慢性活動性肝炎（CAH）群におけ
るIg保有細胞出現率を一括してFig．4に示した．
　すなわちLC群のIg保有細胞出現率は6．0±2．8駕で，
正常対照群の6．5±：2．1に比較して有意差を示さなかった，
また正常対照群との交叉培養においても，LC－T　cellとの
組合わせの場合には7．7±4．3と分散が大きく対照群との問
に有意差は認められなかったが，この9例の中で5例は明
らかに増加を示した．また逆にLC－B　cellを用いるとIg
保有細胞出現率は4．8±1．4％と対照群に対して有意差は認
められなかった．以上のように，LC群ではIg保有細胞
出現の上からは一部Tcellのhelper機能尤進をうかが
わせる例が観察された．
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　一方，CAH群のIg保有細胞出現率はFig．4の右のご
とく6．6±2．2％を示し，対照群との間に有意差は認められ
ず，また正常対照との間の交叉培養においても有意の変化
は認められなかった．しかしこの場合CAH－T　ce11を用
いた場合には5例中2例に明らかなIg保有細胞出現率の
上昇がみられ，一見Tcellのhelper機能三十をうかが
わせた．
　3・3・2　培養上清中の産生Ig量
　3・3・2・1　LC群について
　LC群におけるIg各クラスの産生量をTable　4および
Fig，5に示した．
　LC群でのしC－T　cellとLC－B　cellの混合培養におけ
るIgG産生量は平均1．94±2，02と分散が大ぎく有意差が
認められなかったが，この比が2．0以上に上昇する例は自
家系培養で／0一中3例（Table　4）および他家系培養では
6例中4例であった．また正常対照群との交叉培養では，
正常一TcellとLC－B　cellとの組合わせの場合には1．70±
1・97と上昇傾向を示し，10例中3例にBce11の機能充進
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が認められた．一方正常一Bcell　LGT　ce11とを用いた場
合には0．87±1，15と分散が大きく，helper能の尤進をみる
例と，それが低下する例との存在がうかがわれた．
　IgA産生量は1．36±0．62と軽度の上昇傾向を示したが，
正常対照群との交叉培養では正常一BにしC－T　cellを組合
わせると1．39±0β8を示し，正常一TとしC－B　cellとの場
合の1．14±0．48に比較してやや高い．この傾向はIgGに
ついての交叉培養結果とは態度を異にしていた．なおIgM
産生量はLC例間でも，正常対照群との交叉培養において
も有意差が認められなかった．なおこれらの成績と血清Ig
濃度間には相関性が認められなかった，
　小汁すると，前項のIg保有細胞出現率の成績と対比し
て，培養上清への産生Igは個体差は大であるが，特にIgG
においてLC－B　ce11のIg産生能の尤進がうかがえた．
一方，Tcellの補助能についても個体差が大であるが，
IgGとIgAの一部にはそれぞれ機能充進の結果を示唆す
る例が認められた．
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　　　　　　and　B）at　levels　P＜0．01．
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Fig．8　PWM－induced　Ig　synthesis　by　peripheral　blood　lymphocytes
　　　　in　patients　with　rheumatoid　arthritis．
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　3・3・2・2LC症例間の交叉培養
　参考として2，3の症例についての交叉培養を検討した．
すなわちTab】e　4中の血清IgG高値を示す症例N・．3，
血清IgA高値を示すNo，6，および血清IgG・lgA両者
の高値を呈するNo．9をFig　6ではそれぞれLc－1，一2
および一3と示したが，IgGの産生能はLC－1の自家系培
養では，5．33と著しい上昇を示し，さらに正常対照群との
交叉培養では正常一BcellとLC－1　T　cellを用いると
3．67，正常一TcellとLC－1　B　cellとの組合わせでは4．00
といずれの場合にも上昇が認められ，T・Bce11両者の機能
善進を示唆した．またこのLC－1　T　celiを，正常対照一B
cellやその他のLC－2，一3例のBcellとの間で組合わせ
てもFig．6のごとくIgG量は高く，特に血清IgGレベ
ルが高くないしC－2例のTcellをLC－1　B　cellに加えた
場合の成績に比べるとしC－1　T　cell添加による産生IgG
の上昇は著しく，LC－1　T　ce11のhelper能充進を示唆す
る所見と思われた．
　一方，工gAについてはしC－1の自家系培養時には2．04
を示すが，正常対照一Bce11との交叉培養でもLC－1　T
cellを用いた場合には2．04と上昇がみられた．さらに
LC－1　T　cellをLC－2およびLC－3　B　cellに加えた場
合にも上昇傾向がみられたが，その他の交叉培養の成績か
らも血清IgA値とTcell　helper能との間には関連性
を指摘し得なかった．なおIgM量はいずれの交叉培養に
おいても一般に低値を示した・
3・4　膠原病について
　3・4・11g保有細胞の出現率
　多発性関節リウマチ（RA）および全身性エリテマトーデ
ス（SLE＞におけるIg保有細胞出現率を一括してFig．7
に示した．
　RA群では3．1±1．6傷と正常対照群6・5±2．1％に比較し
て有意の低下（p＜0．01）を示し，正常対照群との問の交叉
培養ではRA－B　cellを用いた場合には有意差が認められ
ないが，RA－T　ce11を用いると2．3±2．0傷と対照群より
も有意に低下（p＜0，01）を示した．
　またSLE群では5．3±1．9男で正常対照群に比較して有
意差はなかった．また正常対照群との交叉培養においても，
SLE－T　cellおよびSLE－B　cellいずれの組合わせの場合
にも対照との間に有意差が認められなかった・しかし正
常一Bce11とSLE－T　cellの組合わせではやや低下傾向
を示す例を経験し，一方また9．2％と増加を示す例は活動
期の未治療例であった．
　3・4・2　培養上清中の産生Ig量
　RA群におけるIg産生の観察は，　IgGについてはFig．
8に示すように！例にのみ可能であったが，2，00と増加傾
向にあり，正常対照群との間の交叉培養においては少数例
のために結論的な結果は得られなかった，またIgAおよ
びIgMの場合は比較的多数例について測定し得たが，い
ずれの場合にも正常対照群との間に有意差は認められなか
った，
　SLE群ではTable　5に示す活動期2例および非活動期
2例について交叉培養を行なった・Fig・9のように活動期
にある症例1では正常対照との間の交叉培養において患
者一Tcellを用いるとIgGは4．55，　IgAは2．43と明らか
に上昇を示したが，患者一Bce11を用いた場合にはほとん
ど変化は認められなかった・また症例2の活動前例では，
交叉培養で正常対照一Bcellと患者一T　ce11を用いた場合
にはIgG，　IgAおよびIgMはそれぞれ3．18，2．43および
1．78と明らかに上昇を示した．また正常対照一Tcellと患
者一Bce11を用いた場合にはIgAのみが高値を示した．
　これに対し，Fig．10に示すように部活動期にある症例
3では患者一Bcellを用いるとIgG，　IgA，　IgMはそれぞ
れ4・55，2・64，3．62と上昇を示したが，患者一Tcellを用い
た場合には正常対照群との間に差は認められなかった．ま
た症例4の非活動期例では，IgG産生で低下，　IgA産生で
は増加傾向にあるが，患者一Tcellおよび一B　cellの機能
には一定の傾向はうかがい得なかった．
　以上のように活動出鼻と非活動期例における検討では，
Table　5　Z〃〃’占〃30♂og加♂ρ1・頃Zσ5ガ〃ρα’∫8ノ謝7ρ‘診んミy5彦8ノ所ご♂ゆ騒∫87：y疏6〃多磁05㍑5
No．
1，
2．
3．
4．
Case
A，K．
H．W，
Y．0，
T．M，
Age　Sex
32，F．
19，F．
26，F．
25，F，
serum　Ig（mg／dZ）
IgG
2，240
3，700
760
1，200
IgA
220
396
256
245
IgM
180
62
56
125
Lymphocyte
　counts
　（／mm3）
962
1，230
！，322
1，300
E－RFC＊
　（％）
49
40
55
59
EAC－
RFC＊＊
（％）
39
37
35
32
Remarks
active　stage
active　Stage
inaCtiVe　Stage
inactive　Stage
＊　E－RFC　l　E　rosette　forming　cell（T　cell）．
＊＊　EAC－RFC；EAC　rosette　forming　cell（B　ce11）．
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Fig．10　PWM－induced　lg　synthesis　by　peripheral　blood　lymphocytes
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Bcell機能充進を示す例もあるが，少なくとも両群の間に
はTcellの補助能に差があることがうかがわれた．
4総括ならびに考案
　Ig産生異常症，特に高Ig血症を呈する疾患について，
その背景にあるT・Bce11機能異常を明らかにすべく，
PWM刺激下にBcell胞体内Igの出現と，　de　novo
synthesisにより培養上清中へ分泌されるIgを測定した・
　PWMを用いた本実験系について，著者ら3）は基礎的検
討を行なってすでに報告したが，正常対照のBcen単独
培養時にはIg保有細胞は05％以下であり，これにTce11
を加えるとBce11がIg産生細胞へ分化導入されること
が諸家の報告のとおりに再確認された．またBcellとし
て用いたErosetteを形成しない細胞分画にはむろん単
球も含まれているが，さきに著者らは吸着法によって単球
を除去するとIg産生が低下し，本実験系におけるBcell
のIg産生にはTcellのみならず単球が必要であること
を確かめて報告した3）．
　以上のごとく，これまで行なってきた基礎的条件の吟味
結果の上に，今回は，加えるTcellをBcell　1に対し
て4として実験を進めた．この混合比についてはBroder
αα乙7）は同様の実験系による培養上清中のIg測定成績を
検討しており，またMoretta磁α♂10），内山ら11）はIg保
有細胞出現率算定の上で，一定数のBcellにTcell添
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感量を増加するとある点までその出現率がほぼ直線的に増
加し，その後はplateauを示すことをみている．彼らの
成績を参照すると，T・B　cell混合比が4：1という点は，
すでにplateauの範囲にある．矢田ら12）の報告でもこの
混合比4：1ではIg産生細胞の出現率がよいことを述べて
いる．すなわち，このT・Bcell混合比は本実千万におい
てはほぼ妥当な条件と考えられ，興味あることはこの比は
ヒトのPBLのsubpopulationにほぼ一致する比率でも
ある．
　ところで，今回はさらに培養上清中の各クラスIgの
RIAによる測定を試みたが，これには教室において確立
したポリアセタール・ビーズを用いる固相法8）を応用した・
　まず正常対照においてPWM刺激によるIg産生量を
みたが，分散が比較的大きく培養実験ごとに変動を示し
た・すでに本実験条件下における培養細胞のviabilityは
約60％であることをみている3）が，この変動はおそらくは
培養条件のわずかな変化によってもたらされるものと考え
られた，そこで被検リンパ球のIg産生能を評価するさい
には，実験ごとに正常対照をおいてそれとの比を求める方
法を検討した．その結果，今回の成績はWaldmannθ砲乙1）
の報告しているところに大体一致し，彼らは二抗体法によ
るRIA法で正常健常者について培養上清のIg量を測定
しているが，PBL　2×106個あたりIgGは672～5，702，　lgA
は1，002～2，877，およびIgMは835～16，500　ng加Z産生さ
れるとしている・しかしいずれも分散が大きいのでIg産
生能の検討には較正らと同様に対照との比を用いる力法を
つとている．
　また本実野馬の混合培養は一種のmixed　lymphocyte
cultureと考えられるから他家系（allogeneic）である場合
にはHLA抗原系の関与が当然考慮される．そこでPWM
刺激によるIg保有細胞の出現率および培養上清中への各
クラスIg産生量をみるに際しては，まず自家系と他家系
との比較検討を行なった・その結果は，両者間には有意差
を認めるまでには至らず，本実験系では一応malor　hist・一
compatibility　antigenの影響は無視できると考えた．す
なわち，Bcellに自家系および他家系Tcellを加えて培
養することにより，それぞれのTce11のIg産生補助能
を比較検討し得るものと考えた．
　以上の吟味に基づいて，まずM蛋自血症について得ら
れた成績を考察すると，MMでは自家系T・Bce11培養に
よるIg保有細胞の出現率および上清中に産生される各ク
ラスIg：量は，いずれも減少している．かつ，これは主とし
てTce11のIg産生補助能の低下によることが，各細胞
の交叉培養実験の結果によって示唆された，この点は内山
ら11）も同様にPWMを用いてMM患者においてはPBL
のIg産生細胞への分化能に障害があることを推測し，
Paglieroni　and　MacKenzie13）も同様にMMにおいては
正常のBcell分化を抑制する細胞群の存在を指摘して
いる．
　一方，リンパ球混合培養．h清中のIg量で検討すると，Ig
保有細胞の出現率の成績との間セこは平行性がうかがえる．
この点はM蛋白のクラスとは一定の関係がなく，いずれ
のクラスのIgについても減少がみられる．またこれらの
症例ではmelphalan，　cycloph・sphamideあるいはpre－
dnisoloneを投与中のものもあるが，未治療例または検査
前2週間以上休講期間を設けた例との間には，Ig産生量に
ついて有意差は認められなかった．したがって，この減少
は必ずしも薬剤の影響によるとは考え難い．
　MMにおいては一般に血清中の正常Ig（residualγ一
globulin）は減少しているが，現在のところその成因につ
いてはM蛋自のfeed　back　inhibition，14）骨髄内での骨
髄腫細胞増殖による障害あるいはIgの異化雪男などが考
えられており，統一をみていない．しかし今回の成績から
すれば，このresidua1γ一globulinの減少はある程度T
cellのsuppressor能が優位な条件下にあるため，と解釈
されないでもない．
　ところで，本研究においては工9保有細胞の出現率から
みても，培養上清中のIg産生の面からみても，Bcellの
側にもまた機能低下の存在する場合のあることが推測され
た．すなわち全般的に，MM－B　ce11と正常対照一Tce11
との混合培養においては産生IgG量が明らかに低値を示
したが，この原因としてはlgG型MM例が対象中に多数
に含まれているために正常Ig産生能の低下をみたのかも
しれない．
　MM患老のPBLのBce11異常についてみると，　Mac－
Kenzie　and　Paglieroni15）は，　EAC　rosette形成細胞は必
ずしも減少しないが，表面Ig陽性細胞の減少を認め，そ
の間の解離を指摘している．著者らもPBLおよび骨髄中
リンパ球における表面Ig陽性細胞の減少をみているが，
この点については後に発表する予定である．
　ここでBce11として分離したEr・setteを形成しない
細胞には，Bce11とともに単球も含まれていることを考え
ねばなるまい．Broder　8’磁16）は同様の実験系でIg産生
の低下はMM－T　cell単独では起こらず，　phagocytic
mononuclear　cellsが重要な役割りを演ずると述べてい
る．著者らもすでにMM患者単球を2回付着法17）によっ
て分離し，これを正常者T・Bce11に加えてIg保有細胞
の出現率に与える影響を観察したが，Tcellと同時に単球
の関与も否定できず，おそらくはBce11の分化に対して
なんらかの影響を及ぼすものと推測している．
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　一方，BMGの実験においては，　Ig保有細胞の出現率は
減少傾向にあるが，そのさいTcellの抑制能はMMほ
どには著明でなかった．これを培養上清のIg量でみると，
いずれのクラスのIg産生量も増加しており，この場合に
はMMとは異なって正常例との交叉培養においても，　T
ce11分画でのhelper能充進を示唆する成績が得られた・
また，産生lg量の増加はその症例におけるM蛋白型とは
無関係であったが，これはPWMによってpolyclonal
なIg産生刺激をうけるためであろう．またBMGにおい
てはlg保有細胞の出現率は低い傾向にありながら，産生
Ig量は正常かあるいはむしろ増加するという一見矛盾し
た現象もみられた．この点はBMGにおいてはBce11の
分化成熟過程に障害があるのではなく，むしろこの実験条
件によれぽIg保有細胞の出現率がplateauに達して10，11）
いるためにそれ以上の増加をみず，それに対してIg分泌
面の反応が鋭感にとらえられるのか，あるいはBce11の
Ig分泌充進そのものを意味するのか，いずれかの可能性
が考えられる．いずれにしてもこのことは後述する他の高
Ig血症を呈する病態においても同様に観察されるから，必
ずしもBMGに特異な現象とは考えられない・
　BMGの病態背景はむろん多様であり免疫系組織の病変
に伴う場合，免疫系とは無関係の疾患に伴う場合，さらに
は無自覚性の一見健康な対象にもみられるなど数型に分け
ることができる18）し，その一部についてはMMへ進展す
る可能性も想定されている・今回のBMGのうち6例は
本態性BMGであり，他の4例は基礎疾患として全身性
アミロイドーシス，悪性リンパ腫，Vater乳頭癌および
Sj6gren症候群を合併し，いわゆるpotentially　malignant
の例は含まれていない，このうち悪性リンパ腫，癌および
Sjδgren症候群に伴うBMGのTcellと正常一B　cellと
の混合培養では，Ig保有細胞の出現率にも産生Ig量にも
明らかな低下がみられ，これらのBMG－T　cellの抑制能
の充進が推定された．これは，本態性BMGの場合とは
異なって，むしろMMに類似する所見といえる・つまり，
これらの点からいえぽ，BMGの病型によってこの実験成
績には差異がみられ，T・B　ce11機能はBMGを伴う基礎
疾患の状態や成因によって大きく影響されるといえる．し
たがって，これを広げて解釈すれぽ母斑母系はBMGの病
態の解析やMMとの鑑別に役立つといえるかもしれない．
症例数を増して追究する必要があるものと考える．
　次に多クローン性高Ig血症群について考察するがその
代表的疾患としてLCとCAHおよびSLEとRAにつ
いて検討した．
　LCにおいてはlg保有細胞の出現率は正常対照群との
間に差は認められなかったが，正常対照群T・Bcellとの
交叉培養により，一部の症例にはLC群Tcellのhelper
能尤進をうかがわせる成績がみられ，同様の傾向はCAH
の一部にもみいだされた．
　一方，培養上清中に証明されるIg産生能については，
LC群のみの観察ではあるが，自家系培養でのIgG産生量
はかなり大ぎな変動を示した．このさい正常群T・Bce11
との交叉培養の成績からみると，Tcell　helper能あるい
はBce11機能の尤進を示す例がみられた．
　藤原ら19＞の実験でも同様にLCのPBLにはIg産生の
充進がみられ，これはTcell　helper能尤進によるとし
ている．そこで個々の症例問での交叉培養を行なったが，
BceIl機能甲子も考えられるものの，　T　cell　helper能の
尤進があって，それがIgGのみではなくIgA産生にも影
響を及ぼしていることが推測された．これはPWM刺激
下のpolyclonalなIg産生充進を反映するものであろう．
　慢性肝疾患において末梢血がBcell増加するという報
告20・21）は多いが，そのIg産生能ゐBcellの分化と関連
した表面Igに関する知見はほとんど見当らない．これま
で著者らはPBL中のIg陽性細胞，特にα一bearing　cell
の増加に注目して研究を進めてきたが，そのさい特にLC
における高IgA血症との関係や，それがTcellによっ
て誘導される機序について追究している．
　多クローン性高Ig血症の中でもRAおよびSLEにお
ける検討結果をみると，RAでは自家系培養でIg保有細
胞の出現率は有意に低下を示したが，培養上清中の産生Ig
量は，IgGについて測定し得た戸数が少なく結論的なこと
はいえないにしても，IgA・lgMについては正常対照群と
有意差を示さなかった．田中ら22）も同様の実験系において
出現するIg保有細胞の低下を観察し，IgG－Fc　receptor陽
性T （Tσ）の関与を指摘している．著者らは4）さきに，
RAの末梢血中でTθが有意に増加することを認め，分離
したTθを用いる培養系において，Ig保有細胞の減少が
Tσのsuppressor能によるとの推論を報告した．これに
関連してSegond　6渉α乙23）もTNPに対する抗体産生能
を観察し，RAでその産生低下を認めている．これには
supPressor　ce11よりも血清中の抑制因子が関与するので
はないかと推論している．今回の知見においても，この点
はimmume　complexとの関連において追究の余地を残
す課題と考えている．
　一方，SLEについてはIg保有細胞の出現率は正常対照
群との間に差異は認められなかったが，SLE病態の活動期
にある2例においてはTce11のhelper能の跳出がうか
がわれた．この点は培養上清中のIg産生能の面からみて
も活動期例ではTce11のhelper能尤進を示唆する成績
が得られ，非活動期例ではむしろBce11機能尤進をうか
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がわせる例が経験されたが，病態によって多様と言わざる
を得ない．
　SLEのリンパ球機能の変化については多くの論議があ
る．Ginsberg砿α♂．24）は逆プラーク法によりSLEでは
自発的にIgを分泌するBce11は増加するが，　PWM刺
激に反応するIg分泌細胞は減少するとし，田中ら22）は
PWM刺激によるIg保有細胞出現率の低下を観察し，い
ずれもTcell　hleper能の低下があると考えている・ま
た奥平ら25）は産生Ig量について同様の成績を得ているが
解釈を異にしており，Bcellがすでにpolyclonal　activa－
tionの状態にあると推測しており，いずれにしてもBcell
機能充進の可能性を考えている．
　一方，SLEにおけるTce11の機能異常については，
NzB／w　miceを用いた実験からsupPressor　T　ce11の
機能低下が認められ26），これにはNTAが関与していると
説明されている27・28）．ヒトにおいてもTNPを用いたPFC
形成によるIg産生，あるいはn－DNA刺激下のIg合
成29，30）からsupPressor　T　cellの機能低下を説く向きが
多い．今回は培養上清中のIg産生の面からも合わせて観
察したが，その態度は病態の活動性に関連すると考えられ
た．活動期における成績は上述の諸報告29，30）を照合しても
矛盾せず，Tcell　helper能の新進はNTAのsupPressor
Tへの障害作用による可能性を考えられる．またこの点は
RAと比較して異なるところで，田中ら22），著者ら4＞の観
察ではRAにおいてはTσの著明な増加がみられるが，
SLEにおいては必ずしもその増加は明らかでない，それ
がRAの病因論的意義を示すか否かは判然としないが，両
疾患においてみられるTce11機能異常には質的な差異が
あるとみてよかろう・今回の成績はそれと矛盾しないが，
Ig産生面の上にはなお検討の余地は少なくない．
　さらに多クローン性高Ig血症全体を通じての問題点は，
この実験系で測定されるIg保有細胞出現率やIg産生能
が個々の症例の血清19レベルと必ずしも相関しないこと
である．
　その理由として考えられることは，BMG項でも述べた
が，本実験条件はBr・der⑳磁7）に従ってT・Bce11の混
合比を411としてある．その点ではBcell自体の機能よ
りもTcellの補助能とくにsupPressor能の面がより顕著
にとらえられるのかもしれない，つまりT・Bcell混合比
はその病態に応じてそれぞれの用量比を吟味対比する必要
があるのかもしれないし，これは必ずしもPBLの組成比
とは一致しないことかもしれない．さらにPWMによる
非特異的刺激自体にもむろん問題があろうから，T・B　cell
の混合比を吟味し，PBL自体の状態に応じて刺激法に検討
を加える余地があるものと考えられる．さらに本実験系で
とらえられるPBLの機能が，その病態をどの程度に反映
しているかが問題である，今後は高Ig血症の成立機序と
の関係をより確実にとらえるためには，リンパ組織の機能
をはじめ，特に病巣局所におけるIg産生機序についても
詳細な検討が必要であろう．
5結　　論
　高Ig血症を呈する代表的な疾患として，単クローン性
19血症と慢性肝疾患および膠原病を含む各クローン性高
19血症を選び，末梢血リンパ球のPWM刺激に誘導され
るIg保有細胞出現率とde　novoに産生・分泌されるIg
量を測定し，TおよびBcell機能異常の面から高Ig血症
の発生機序の解析を行なって次の成績を得た．
　1）正常対照 PWM刺激T・B　ce11培養において，
自家系および他家系混合培養間のIg保有細胞出現率には
有意差が認められず，その正常値は6．5±2．1％であった．
また産生Ig量をIgクラス別にRIAにより測定したが，
この場合にも自家系・他家系間に差が認められず，Wald－
mann寵磁の成績とほぼ一致をみた．
　2）単クローン性Ig血症のうち，　MMではPWM刺激
自家系T・B培養においてIg保有細胞の出現率の低下が
みられ，産生Ig量は各クラスIgともに減少し，正常T
あるいはBとの混合培養により，TcellのsupPressor
能が充回していることを認めた．また一部にBcellの機
能低下を示す成績が得られ，Bcellの分化過程に及ぼす
suppressQr　T　cellの影響を推論した．
　3）これに対して本態性BMGでは，　MMとは対臆的
にTcellのsuppressor能尤進は認められず，　PWM刺
激に反応してIg産生が十分にみられた・しかし癌，悪性
リンパ腫およびSj69ren症候群に伴うBMG例ではT
cellのsupPエessor能が尤進を示し，　MMと類似の所見
がみられた．つまりBMGの轡型によってT・B機能の上
で差異があることを明らかにした．またこの点は，BMG
とMMの病態を比較解析する上に役立つものと考えら
れた．
　4）多クローン性高Ig血症を呈する肝硬変症の一部の
症例では，産生Ig量の増加が自家系および他家系いずれ
の交叉培養でもみられ，Thelper能充進とともにBce11
機能充進を示唆する成績を得た．また，慢性活動性肝炎で
も同様の所見を示す例が認められた，
　5）RAではTcellのsuppressor能の充進を推測さ
せる知見を得た．またSLEで活動期例ではThelper能
尤進がみられ，非活動期例ではBce11機能の充書が示唆
され，T・B　cell機i能と病態との関連性が推測された，
　むろん以上の多クローン性高19」血症においては，本実
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験系によるIg保有細胞出現率．や産生Ig量の変化のみが高
Ig血症の成因に直接的に関連するとは限らない．　Igクラ
ス別の定量とBcellの表面Igとの関係や，病変局所にお
ける問題についての検討が今後に残された課題と考える．
　稿を終わるに臨み，研究上種々ご指導，ご協力をいただ
いた内科学第1講座谷内　昭助数授，赤保内良和講師なら
びに今井浩三．博士をはじめ教室の諸先生に深く謝意を表し
ます，
　本研究の一部は，文部省がん特1，厚生省がん研究助成
金ならびに北海道老年医学研究．振興会の補助によった．
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